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Tehnike PEGilacije proteinov  
Povzetek: PEGilacija je kemijska modifikacija, kjer najpogosteje pride do kovalentne 
vezave ene ali več poli(etilen glikol) verig na drugo molekulo. Diplomsko delo obravnava 
zgolj PEGilacijo in tehnike vezave poli(etilen glikol) verig na proteine, ki se uporabljajo 
predvsem v terapevtske namene. Na splošno se terapevtskemu proteinu poveča stabilnost, 
podaljša zadrževalni čas v krvi, zmanjša razgradnja s proteolitičnimi encimi in izločanje 
iz ledvic, zaradi česar je potrebno manj pogosto apliciranje. Poleg tega se mu izboljša 
topnost in zmanjša imunogenost. Večji del diplomskega dela je posvečen opisu različnih 
tehnik PEGilacije. Njihovo poznavanje je za uspešno načrtovanje PEGiliranih molekul 
ključnega pomena, saj z vsako posamezno tehniko dobimo drugače definiran produkt. 
Nazadnje pa delo nudi še vpogled v čiščenje PEGiliranih proteinov in njihovo 
karakterizacijo. 
 




Techniques of Protein PEGylation   
Abstract: PEGylation is a chemical modification where covalent attachment of one or 
more poly(ethylene glycol) chains to another molecule most commonly occurs. The 
diploma deals only with PEGylation and binding techniques of poly(ethylene glycol) 
chains to proteins primarily used for therapeutic purposes. In general, it increases 
stability, prolongs blood retention time, decreases proteolytic enzyme decomposition of 
the therapeutic protein and elimination of protein from the kidney, resulting in less 
frequent application. In addition, it improves solubility and reduces immunogenicity. The 
major part of the diploma is devoted to the description of various techniques of 
PEGylation. Their knowledge is crucial for the successful design of PEGylated 
molecules, as each technique gives us a differently defined product. Finally, the work 
provides insight into the purification and characterization of PEGylated proteins. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
Simboli 
α amino skupina je pripeta na prvi ogljik, ki je vezan na karboksilno skupino 
(pri aminokislinah) 
ε amino skupina je pripeta na peti ogljik glede na ogljik, ki je vezan na 
karboksilno skupino (pri aminokislinah) 
 
Kratice 
BTC benzotriazol karbonat (angl. benzotriazole carbonate) 
CD cirkularni dikroizem (angl. circular dichroism) 
CE kapilarna elektroforeza (angl. capillary electrophoresis) 
CMP citidin monofosfat (angl. cytidine monophosphate) 
Da  dalton 
DLS dinamično sipanje svetlobe (angl. dynamic light scattering) 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
ESI-MS masna spektrometrija z elektronsko ionizacijo (angl. electrospray  
  ionization mass spectrometry) 
FDA  Ameriška agencija za hrano in zdravila (angl. Food and Drug  
  Administration) 
GalNAc N-acetilglukozamin (angl. N-acetylgalactosamine) 
G-CSF granulocitne kolonije-stimulirajoči dejavnik (angl. Granulocyte Colony-
Stimulating Factor) 
Gln glutaminski ostanek (glutamin) 
GMP dobra proizvodna praksa (angl. Good Manufacturing Practice) 
HIC hidrofobna interakcijska kromatografija (angl. hydrophobic interaction 
chromatography) 
IEX ionsko-izmenjevalna kromatografija (angl. ion exchange 
chromatography) 
mPEG  monometoksipoli(etilen glikol) 
MS  masna spektrometrija 
NHS  N-hidroksisukcinimid (angl. N-hydroxysuccinimide) 
OPSS ortopiridil disulfid (angl. Orthopyridyl disulfide) 
PAGE  poliakrilamidna gelska elektroforeza (angl. polyacrylamide gel  
  electrophoresis) 
PEG  poli(etilen glikol) 
SC sukcinimidil karbonat (angl. succinimidyl carbonate) 
  
SCID huda kombinirana imunska pomanjkljivost (angl. severe combined 
immunodeficiency) 
SEC izključitvena kromatografija (angl. size-exclusion chromatography) 
SERC izključitvena reakcijska kromatografija (angl. size-exclusion reaction  
chromatography) 
SPA  sukcinimidil propanojska kislina (angl. succinimidyl propionic acid) 
SS sukcinimidil sukcinat (angl. succinimidyl succinate) 
TGase transglutaminaza (angl. transglutaminase) 




1 Uvod in namen dela 
Uporaba proteinov in peptidov kot človeških terapevtikov se je v zadnjih nekaj letih 
močno razširila. Na to so prispevala odkritja novih proteinov, boljše razumevanje 
mehanizma njihovega delovanja in vivo, izboljšano izražanje oziroma sinteza proteinov 
in peptidov, ki so popolnoma podobni človeškim proteinom in peptidom, izboljšave v 
tehnologiji, formulaciji in molekulah, ki so zmožne dostaviti polipeptide in vivo, z 
izboljšanimi farmakokinetičnimi in farmakodinamičnimi lastnostmi. Odkrivanje in 
razvijanje proteinskih  terapevtikov zahteva precej drugačen pristop, ki je značilen za 
konvencionalna zdravila. Slednja so izdelana s kemično sintezo in vključujejo enostavne 
molekule z majhno molekulsko maso. V nasprotju s kemičnimi zdravili so proteinski 
terapevtiki izdelani ali pridobljeni iz živih celic, v telo pa se jih vnaša z injiciranjem ali 
infuzijo. Njihove zdravilne učinkovine delujejo usmerjeno, zaradi česar lahko dosežejo 
želeni učinek zdravljenja. Torej na ne-tarčna tkiva ne učinkujejo, v kolikor ta ne 
vključujejo enakih signalnih molekul kot tarčno tkivo. Posledično s tem povzročijo tudi 
manj stranskih učinkov. Več kot milijon bolnikom so biološka zdravila že pomagala 
premagati mnoge smrtno nevarne in onesposabljajoče bolezni, kot je rak, sladkorna 
bolezen, revmatoidni artritis, kronična vnetna črevesna bolezen, kožne bolezni. Sama 
proizvodnja je precej težavna, ker imajo običajno kompleksno in omejeno fizikalno-
kemijsko stabilnost, medtem ko glavno pomanjkljivost večine proteinskih terapevtikov 
predstavljajo proizvodni stroški. Na splošno ima veliko biofarmacevtikov 
pomanjkljivosti, značilne za polipeptidne terapevtike, vključno s kratkim razpolovnim 
časom, imunogenostjo, proteolitično razgradnjo in nizko topnostjo. Z namenom izboljšati 
njihove farmakokinetične in farmakodinamične lastnosti, so se razvile različne strategije, 
med katere spada tudi tehnika kovalentne vezave polimera poli(etilen glikola) na proteine, 
z drugim izrazom PEGilacija. Običajno predstavlja dodatni korak na koncu že 
obstoječega postopka sinteze določenega proteina. Številni PEGilirani terapevtiki, ki so 
se na trgu pojavili od začetka devetdesetih let naprej, so že dokazali varnost in uporabnost 
te tehnike [1-5]. Namen tega diplomskega dela je bil pregled in predstavitev obstoječe 
literature na temo PEGilacije terapevtskih proteinov, njenih tehnik in uporabe. 
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2 Poli(etilen glikol) 




Sintetiziran je lahko s polimerizacijo, kjer pride do anionskega odpiranja monomernega 
etilen oksidnega obroča. Iniciacijo polimerizacije povzroči nukleofilni napad 
hidroksidnega iona na epoksidni obroč. Za polipeptidno modifikacijo se najpogosteje 




Njegovo polimerizacijo z anionskim odpiranjem obroča inicirajo metoksidni ioni. 
Komercialno dostopen mPEG vsebuje znatno količino diola, zaradi vode, ki je v sledovih 
prisotna tekom polimerizacije. Ker je metoksiPEG monofunkcionalen, je primeren za 
modifikacijo proteinov in peptidov, saj v primeru odsotnosti diolnega PEG-a ne daje 
zamreženih polipeptidov [1]. 
 
Z uporabo ustreznih iniciatorskih ali terminacijskih reagentov, lahko pripravimo PEG-e 
z različnimi končnimi skupinami. Kot končne skupine uvedemo številne funkcionalne 
skupine, vključno s heterobifunkcionalnimi. PEG ima v primerjavi z drugimi polimeri 
relativno ozko polidisperznost (širina porazdelitve molekulskih mas), ki ima vrednosti od 
1,01 za PEG-e z nizko molekulsko maso (<5 kDa) do 1,1 za PEG-e z visoko molekulsko 
maso (>50 kDa). Poleg tega je topen tako v vodnih raztopinah kot nekaterih organskih 
toplih. Študije PEG raztopin so pokazale, da se na enoto etilen oksida običajno vežeta 2 
do 3 molekule vode. Molekula PEG zaradi vezave vodnih molekul in visoke fleksibilnosti 
verige, deluje 5 do 10-krat večja kot proteini, primerljive molekulske mase. Ravno 
povečan hidrodinamski volumen konjugata je razlog večine lastnosti, pridobljenih s 
PEGilacijo [1,6,7]. 
 
Komercialno dostopni PEG reagenti so različnih dolžin, oblike in kemične sestave. To 
jim omogoča kovalentno vezavo z določenimi funkcionalnimi skupinami proteina. 
Polimer PEG že zelo dolgo velja za netoksičnega, neimunogenega, nevtralnega 
(nenabitega), amfifilnega in biološko nerazgradljivega. FDA ga je priznala za varnega. 
Reagente s široko polidisperznostjo so uporabljali v preteklosti, danes pa se vrednost 
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sprejemljive polidisperznosti giblje 
okoli 1,05 za reagente do 30 kDa in 
1,1 za reagente z višjo molekulsko 
maso. Polidisperznost je namreč ena 
tistih lastnosti, ki lahko poslabša 
končno karakterizacijo proteinskih 
konjugatov [5]. 
 
PEG verige, krajše od 400 Da, se in vivo razgradijo v toksične metabolite z alkoholnimi 
dehidrogenazami. Daljše verige pa niso podvržene presnavljanju in je mehanizem 
izločanja odvisen od njihove molekulske mase. PEG molekule in konjugirani proteini s 
PEG-i molekulske mase pod 20 kDa se iz telesa izločajo z ledvično filtracijo. PEGilirani 
proteini z večjimi molekulami PEG pa se iz telesa odstranijo preko jeter, proteolitično 
razgradnjo proteinskega dela konjugata ali preko imunskega sistema. Ti procesi so tudi 
naravni mehanizmi čiščenja velikih proteinskih molekul z molekulskimi masami nad 70 
kDa. V splošnem pa se PEGilirani proteini najpogosteje nahajajo v jetrih, vranici, limfnih 
vozlih, pljučih in ledvicah. To so organi, ki so bogati z retikuloendotelijskimi celicami in 
iz katerih se PEGilirani proteini očistijo v manjši meri kot telesu lastni in glikozilirani 
proteini.  
S tem ko PEG verige valujejo na površini proteina (sterična stabilizacija), jih zasenčijo in 
tako varujejo pred okoljem. Poleg tega s tem vplivajo na proteinske interakcije, ki so 
odgovorne za njihove biološke funkcije. In vivo biološka aktivnost končnih produktov je 
odvisna od števila vezanih polimernih verig in njihovih molekulskih mas. Obenem ima 
vpliv na njihove lastnosti tudi samo mesto vzdolž aminokislinskega zaporedja, na katero 
se veže polimer. Za želene izboljšave farmakokinetičnih lastnosti, se v praksi uporablja 
linearne in razvejane PEG-e, ki imajo molekulske mase do približno 40 kDa. Ena ključnih 
lastnosti, ki vpliva na izboljšanje lastnosti končnih produktov je makromolekularna 
struktura polimera PEG. V nadaljevanju sledi opis nekaterih njegovih možnih struktur    
[4-6]. 
Linearni PEG-i so konvencionalna in najenostavnejša sredstva za konjugacijo. Z njimi 
PEGiliramo proteine v distalnem koncu PEG molekule na enem samem vezavnem mestu. 
Bifunkcionalni PEG-i so prav tako linearni poli(etilen glikoli), le da imajo dve mesti, ki 
sta na voljo za PEGilacijo. To pomeni, da sta lahko z njimi konjugirani največ dve 
biomolekuli. V primerjavi z nekonjugiranimi proteini, lahko ti znatno povečajo 
viskoznost, saj zaradi možne vezave reaktivne PEG molekule z dvema molekulama 
proteina pride do proteinske zamrežitve in tvorbe hidrogela. Če imajo linearni PEG-i 
visoko molekulsko maso, lahko s tem ovirajo sproščanje proteinskih zdravil oziroma 
Slika 1: Prikaz hidrofobnega in hidrofilnega dela poli(etilen glikola) 
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učinkovin z nizko molekulsko maso, saj jim preprečujejo, da bi dosegle terapevtsko 
koncentracijo na tarčnih mestih. Zaradi teh pomanjkljivost so bile sintetizirane nove vrste 
PEG derivatov, vključno s PEG-i Y oblike, viličastimi PEG-i in PEG-i z več enotami. 
PEG-i v obliki črke Y so po strukturi podobni dežniku. Z aktivnimi skupinami 
aminokislin se povezujeta po dva linearna PEG derivata. V primerjavi z linearnimi PEG-
i ta struktura nudi boljšo zaščito pred protitelesnim prepoznavanjem in cepitvijo s 
proteolitičnimi encimi. Na podlagi njihovega preizkušanja na več proteinih se jih ne 
uporablja prav pogosto za konjugacijo peptidov in majhnih molekul učinkovin. Viličasti 
PEG-i omogočajo več proksimalnih reaktivnih skupin na enem ali obeh koncih linearne 
PEG verige. Uporabni so za konjugacijo manjših molekul in ne toliko za proteine (večje 
molekule), ker viličast PEG, funkcionaliziran na obeh koncih polimerne verige, tvori 
proteinske hidrogele, namesto topnih PEGiliranih proteinov. PEG-i z več kraki oziroma 
enotami imajo strukturo podobno zvezdi. Ti imajo več hidroksilnih ali drugih 
funkcionalnih skupin, s čimer se poveča število aktivnih mest in molekulska masa. Tudi 
o tej strukturi PEG-ov, podobno kot viličasti, ni dosti raziskav o konjugaciji večjih 
molekul (proteinov), zaradi zamreženja slednjih [8]. 
Spodnja slika prikazuje možne strukture reaktivnih poli(etilen glikolov), namenjenih za 










PEGilacija predstavlja kemijsko modifikacijo, ki najpogosteje vključuje kovalentno 
vezavo ene ali več polietilen glikol (PEG) verig na drugo molekulo. V svoji diplomski 
nalogi sem se osredotočila le na PEGilacijo in tehnike vezave polietilen glikol verig na 
proteine, ki se uporabljajo predvsem v terapevtske namene. PEGilacija proteina se odraža 
v novi makromolekuli, ki ima znatno spremenjene fizikalno-kemijske lastnosti. 
Kovalentna vezava polimera poli(etilen glikola) na proteine, ki ji z drugimi besedami 
pravimo PEGilacija, je dobro uveljavljena, široko uporabljena in hitro rastoča 
tehnologija, ki izpolnjuje številne zahteve po varnih in učinkovitih zdravilih. PEGilirani 












Prve poskuse PEGilacije proteinov je leta 1970 izvedel Abuchowski, ko je pri 
PEGiliranih proteinih opazil izboljšane lastnosti. Prvi PEGiliran biofarmacevtski izdelek, 
ki je bil odobren s strani FDA in se na trgu pojavil leta 1990, je bila PEGilirana oblika 
adenozin deaminaze, Adagen® (Enzon Pharmaceuticals, USA), ki se jo uporablja za 
zdravljenje bolezni huda kombinirana imunska pomanjkljivost (SCID). Odkar je bil leta 
1982 odobren prvi rekombinantni produkt inzulin, so proteinski in peptidni 
biofarmacevtiki uspešno uporabljeni kot zelo učinkovita zdravila za zdravljenje mnogih 
Slika 3: Shematski prikaz postopka PEGilacije 
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patofizioloških stanj. Z razvojem tehnologije rekombinantne DNA v zadnjih nekaj 
desetletjih so postali široko dostopni. Adagen®, Oncospar® in PEG-Intron® spadajo med 
nekaj prvih PEGiliranih proteinskih produktov, ki so bili razviti s PEG kemijo prve 
generacije. Ena izmed značilnosti te generacije so linearni PEG-i nizke molekulske mase 
(≤12 kDa). Njihova konjugacija s polipeptidi lahko nadalje vodi do stranskih reakcij ali 
tvorbe šibkih vezi. Ene glavnih pomanjkljivosti biofarmacevtikov prve generacije pa so 
slaba fizikalno-kemijska stabilnost, omejena topnost, proteolitična nestabilnost, relativno 
kratek zadrževalni čas v krvnem obtoku, imunogenost, toksičnost in dokaj nizki izkoristki 
pri rekombinantnem izražanju. Zato se uporabljajo predvsem parenteralno. Za izboljšanje 
lastnosti te generacije so razvili drugo generacijo terapevtskih proteinov. Slednje se 
pacientu daje v manjših odmerkih in na manj stresen način. Njihovi postopki temeljijo 
zlasti na spremembah nukleotidnega zaporedja v genu, ki kodira izhodni protein. To lahko 
vodi do spremenjene ene ali več aminokislin. Kot rezultat pa lahko dobimo popolnoma 
drugačne farmakodinamične in farmakokinetične lastnosti ter delovanja terapevtskega 
proteina [1,5,6]. 
Običajno je rezultat PEGilacije nova makromolekula, za katero je značilna sprememba v 
afiniteti oziroma vezavi proteinov na specifične receptorje, biološki aktivnosti in vitro ter 
in vivo, hitrosti in obsega absorpcije, biološke uporabnosti in porazdelitvi, 
farmakodinamičnem in farmakokinetičnem profilu, zmanjšani imunogenosti in 
toksičnosti. Poleg tega se zmanjša encimska razgradnja, odstranjevanje s celicami 
retikuloendotelijskega sistema in prepoznavnost s strani imunskega sistema. Njena glavna 
pomanjkljivost pa je zmanjšana biološka aktivnost in vitro [1,5,6].  
Da se molekula PEG poveže z molekulo, kot so polipeptidi, polisaharidi, polinukleotidi 
in majhne organske molekule, je potrebna njena aktivacija. To naredimo s pripravo PEG 
derivata s funkcionalno skupino na enem ali obeh koncih. mPEG bo na primer 
funkcionaliziran preko njegove proste končne hidroksilne skupine. Izbira funkcionalne 
skupine oziroma aktivnega dela je odvisna od razpoložljive reaktivne skupine na 
molekuli, na katero se bo vezal PEG. Izbira PEG derivata, ki sodeluje v reakciji je 
ključnega pomena zaradi možnih mest in števila aminokislin, na katerih lahko poteče 
PEGilacija. Reaktivne skupine na proteinih, ki se kovalentno vežejo z aktiviranimi PEG 
molekulami, so na splošno nukleofili. Te lahko razvrstimo glede na njihovo reaktivnost, 
v naslednjem padajočem vrstnem redu: tiolna, α-amino, ɛ-amino, karboksilna in 
hidroksilna skupina. Za PEGilacijo je najbolj značilna aktivacija PEG-ov s 
funkcionalnimi skupinami, ki so ustrezne za reakcijo z lizinskimi in N-končnimi 
skupinami aminokislin. Lizin velja za eno najpogostejših aminokislin v proteinih in lahko 
zavzema več kot 10 odstotkov celotne aminokislinske sekvence. Z nespecifično 
modifikacijo lizinov, dobimo heterogeno zmes. To sestavljajo na protein vezane PEG 
molekule, katerih količina se giblje od nič do števila ε- in α-aminskih skupin proteina. 
Kadar imamo protein, na katerega se nespecifično veže le ena PEG molekula, ima slednja 
možnost vezave na več različnih aminskih mestih. Rezultat tega je lahko veliko število 
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pozicijskih izomerov. Njihovo število se s stopnjo PEGilacije povečuje in lahko izračuna 
po sledeči enačbi, kjer P predstavlja maksimalno število pozicijskih izomerov (tudi 
izoforme), N število možnih mest, na katerih lahko poteče modifikacija in k stopnjo 






Poleg tega ima verjetno vsak pozicijski izomer heterogene zmesi vpliv ali bo konjugat 
aktiven ali bo protitelo vezalo antigenski epitop. Težavno je hkrati nadzorovati stopnjo 
PEGilacije (število vezanih PEG verig) in njihovo pozicijo na proteinski sekvenci. Ravno 
zaradi razlik v številu vezanih polimerov in predvsem različnega mesta vezave, nastanejo 
glavne razlike med končnimi produkti. Na končno sestavo PEGiliranih produktov vpliva 
poleg lokalne reaktivnosti in števila mest, razpoložljivih za PEGilacijo (nukleofilne 
skupine aminokislin), tudi reaktivnost PEG derivata in sami eksperimentalni pogoji 
reakcije kot so pH, temperatura, reakcijski čas ter molsko razmerje med proteinom in 
PEG derivatom. V splošnem velja, daljša kot je PEG veriga, daljši bo razpolovni čas 
izločanja konjugata. Na razpolovni čas izločanja in absorpcijo, poleg dolžine verige 
znatno vpliva tudi njena oblika. Različne raziskave so potrdile, da ima daljši razpolovni 
čas izločanja razvejan polimer v primerjavi z linearnim, enake molekulske mase, saj 
imajo v primeru dolgih in razvejanih PEG verig konjugati ovirano potovanje po telesu in 
skozi biološke membrane, zaradi česar se jim podaljša čas eliminacije iz telesa [1,4-6,8]. Na 
spodnji sliki so prikazana mesta proteina, na katerih lahko poteče PEGilacija. 
 
 
Slika 4: Reaktivne skupine, na katerih lahko poteče PEGilacija 
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3.2 Izvajanje PEGilacije 
 
Običajno se v farmacevtski industriji PEGilacijo izvaja v šaržnih reaktorjih. Glavne 
prednosti šaržnega reaktorja so preprosta izvedba, enostavno čiščenje med posameznimi 
serijami, enostavnost nadzora, vzdrževanja in razvoja, ponavadi so ekonomično bolj 
ugodni v primerjavi z ostalimi reaktorji in ne zahtevajo preveč dodatne opreme. Eno od 
slabosti predstavljajo reaktanti, produkti in stranski produkti, ki ostanejo v stiku med 
celotnim reakcijskim procesom in jih je potrebno po končani reakciji ločiti. Šaržno 
obratovanje je še posebej primerno za mesto specifično PEGilacijo, ki bo opisana v 
nadaljevanju [4,10].   
Poleg tega se PEGilacijo prednostno vodi v enostopenjskem šaržnem reaktorju, ker 
imamo nadzor nad serijo in oblikovanjem vseh produktov pri enakih pogojih. Prav tako 
je v primeru šaržnega obratovanja možna validacija, reprodukcija in optimizacija 
reakcije. Možno je tudi enostavno slediti potencialni tvorbi nezaželenih produktov. Pri 
izvajanju reakcije je pomembna maksimizacija izkoristka in specifičnost vsake reakcije. 
Za visoko selektivnost je dobro konstantno odstranjevati PEGilirane proteine. Vendar pa 
to zahteva tudi bolj napredne separacijske postopke [4,8]. 
Pri PEGilaciji glavne izzive predstavljajo: 
 načrtovanje mesto specifičnih reakcij PEGilacije, da se izognemo heterogenosti 
konjugatov  
 doseči kratek čas reakcije, ki poveča produktivnost reakcije 
 zmanjšati količino reaktivnih PEG-ov in stroškov celotnega procesa 
 
Reakcijsko inženirstvo se med drugim ukvarja z nadzorom pogojev, pod katerimi poteka 
reakcija in nanjo tudi vplivajo. Ponavadi gre za kompromis med maksimiranjem obsega 
reakcije in njene specifičnosti proti minimiziranju stroškov. Nadzor pogojev zahteva 
sledljivost produkta od končnih produktov nazaj do reaktantov za vse procese, saj je 
potrebno dokazati, da so šli vsi končni produkti skozi identične procese. Zaradi tega so 
prednostno v uporabi, že prej omenjeni šaržni procesi, ki morajo biti enostavni in 
robustni, za zmanjšanje razlik med posameznimi serijami [8,10]. 
Maksimiranje obsega reakcije in njene specifičnosti je pri PEGilaciji ključno, zaradi 
surovin (predvsem visoko očiščeni naravni proteini), ki same po sebi predstavljajo znaten 
strošek. V splošnem PEGiliramo le čiste proteinske preparate, saj PEGilirani proteini, ki 
zahtevajo kakršnokoli dodatno reakcijo, ločevanje ali analizo, terjajo višje stroške 
proizvodnje. Kljub temu pa je tukaj glavni razlog predvsem zmanjšanje postopkov 
validacij in separacij. To velja predvsem za biofarmacevtike in manj za druge PEGilirane 
molekule, kot so pesticidi, katalizatorji, itd. [10]. 
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Sodobnejše tehnike PEGilacije uporabljajo funkcionalizirane PEG-e, s skupinami, 
nagnjene k hitri hidrolizi. Primer takšnih skupin sta NHS in SPA. Ti dve zahtevata 
posebno pozornost glede shranjevanja in ponavadi tudi uporabo PEGilacijskega sredstva, 
ki je v prebitku glede na protein. To lahko terja visoke stroške, predvsem kadar morajo ti 
reagenti dosegati standarde GMP proizvodnje. Pomanjkljivosti takšne izvedbe so tudi 
hitra izpostavljenost PEG reagenta s ciljnim proteinom in kontrolirana prekinitev 
reakcije, največkrat preko pH modulacije. To pa pomeni potreba po dragih in učinkovitih 
zmožnostih mešanja in nadzorovanja procesa. Kljub temu s takšnimi zahtevami po 
reagentih in procesih dosežemo visoke standarde biofarmacevtske proizvodnje [10].  
Na splošno lahko PEGilacija proteinov poleg šaržnega reaktorja poteka tudi v pol 
šaržnem reaktorju (fed-batch reactor) ali v kolonskem reaktorju s strnjenim slojem 
(packed-bed reactor). Če imamo manj specifične PEGilacije se pod in nad PEGiliranim 
produktom ne moremo izogniti. V delu enega od raziskovalcev je bilo opisano, da je v 
primeru polšaržnega obratovanja, kjer proteinu, ki je v velikem presežku, počasi 
dodajamo aktiviran PEG, ki je v tem primeru limitni reaktant, nastane v glavnem mono-
PEGiliran protein. To pa velja le ob prisotnosti delnega ali kakšnega drugega 
konstantnega odstranjevanja produkta iz reaktorja. Kajti večstopenjska PEGilacija bo 
nastopila ob kopičenju znatnih količin PEGiliranega proteina v sistemu. Povedano z 
drugimi besedami, s to metodo imamo lahko nadzor nad obsegom PEGilacije v primeru 
majhnih pretvorb proteinov. Poleg tega je bilo za eksperimentalne namene ugotovljeno, 
da se lahko velik obseg PEGilacije doseže z enkratno polšaržno reakcijo oziroma 
obratovanjem, kjer je na začetku prisoten velik presežek aktiviranega PEG-a, ki mu do 
njegove izčrpanosti oziroma porabe, periodično dodajamo protein. 
S PEGilacijo na koloni so izvajali poskuse, kjer so vplivali na mesto in obseg PEGilacije. 
Med samim procesom lahko pri tej konjugaciji imobiliziramo protein na trdno fazo. Pri 
tem lahko dosežemo delno separacijo s spiranjem kolone z mobilno fazo brez reaktantov 
in stranskih produktov, nato pa sledi elucija produkta. Na splošno pa PEGilacija slabi IEX 
interakcije, zato se lahko pri koncentracijah soli, ki drugače ne izločijo naravnih oblik 
proteinov, iz kolone izločijo PEGilirane proteine. Takšno PEGilacijo so poskušali 
uporabiti tudi za orientacijo proteina, da se njegova aktivna mesta držijo vmesnika trdne 
faze. S tem je otežena konjugacija na mestih, katera lahko potencialno vplivajo na 
aktivnost. Posledično dobimo PEGiliran produkt z višjo aktivnostjo v primerjavi z 
nespecifično PEGilacijo proteinov prosto v raztopini. 
Po podatkih iz literature je eden od znanstvenikov uporabil velikostno izključitveno 
reakcijsko kromatografijo (SERC), kot tehniko kolonske PEGilacije, kjer je nadzoroval 
obseg konjugacije z različnimi linearnimi hitrostmi vrst, različnih velikosti. Tehnika je 
analogna membranskim reaktorjem. Ti se lahko uporabljajo na primer za nadzor obsega 
proteinske hidrolize z odstranjevanjem produktov skozi polprepustno membrano, ko 
njihova molekulska masa pade pod določeno raven. Namen SERC je odstranitev 
produktov, ki imajo večjo velikost od reaktantov, kot je to v primeru PEGilacije. Na 
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kolono se zaporedno injicirata protein in aktiviran PEG, najprej tisti z najnižjo 
molekulsko velikostjo. Ker ima večji reaktant višjo linearno hitrost ujame manjšega. Tako 
se med potovanjem skozi kolono oblikuje gibajoče reakcijsko območje. Nastali PEGiliran 
protein je večji od obeh reaktantov, zato se ta premika pred reakcijskim območjem. Če 
imamo dovolj dolgo kolono, lahko v enem obratovalnem koraku dosežemo tako reakcijo 






















3.3 Tehnike PEGilacije 
 
Za uspešno načrtovanje PEGiliranih molekul je ključnega pomena izbor ustrezne 
kemijske reakcije. Kot je bilo že omenjeno, lahko PEGilacijske procese razvrstimo na 
PEG kemijo prve in druge generacije. V prvo generacijo spada nespecifična PEGilacija. 
Zanjo so značilne številne proteinske izoforme s pomanjkanjem nadzora nad fizikalno-
kemijskimi in farmacevtskimi lastnostmi končnega produkta. Med drugim to pomeni 
prisotnost nestabilnih vezi in mešanice izomerov, ki se razlikujejo glede na serijo. Za 
drugo generacijo pa so značilne PEGilirane biomolekule, pridobljene z novejšimi PEG 
derivati, ki imajo višje molekulske mase in razvejano strukturo. Tu imamo večji nadzor 
nad strukturo konjugiranih produktov, saj je PEGilacija bolj specifična. Poleg zgoraj 
omenjenih generacij, pa v ospredje vse bolj prihaja PEGilacija tretje generacije. Njen cilj 
je predvsem ohraniti bioaktivnost zdravila z uporabo novih nelinearnih PEG derivatov in 
raznimi alternativnimi strategijami PEGilacije [4,8]. 
V nadaljevanju sledi opis petih tehnik PEGilacije. 
3.3.1 Nespecifična PEGilacija 
3.3.1.1 PEGilacija amino skupine 
 
Če se ozremo na razvoj PEG reagentov od sedemdesetih let naprej, ugotovimo, da je bila 
večina načrtovanih za konjugacijo amino skupine, bolj natančno ε-amino skupine 
lizinskih ostankov, ki je tudi najbolj preučena tehnika PEGilacije. Kajti amino skupine so 
najpogostejše skupine v proteinskem zaporedju in običajno izpostavljene topilu, obenem 
pa se jih lahko modificira z pestrim izborom kemijskih tehnik. Ena izmed tehnik 
PEGilacije je alkilacija, pri kateri se ohranja pozitiven naboj začetne amino skupine, 
medtem ko pri drugi tehniki, acilaciji, pride do izgube naboja. Na splošno je lizinski 
ostanek zaradi svoje polarnosti in nahajanja na površini proteina nagnjen h kemijskim 
reakcijam s PEG reagenti. Te reakcije hitro napredujejo in vodijo do zapletenih mešanic 
konjugatov, ki se razlikujejo po številu in mestu pritrjenih PEG verig. Najpogostejši 
reaktivni skupini, ki sodelujeta pri tej PEGilaciji proteinov, sta α- in ε-amino skupini 
lizina. Večina PEG reagentov ni zelo specifična za reakcijo z amino skupinami lizinskih 
ostankov, saj v manjši meri reagirajo tudi z drugimi proteinskimi nukleofili kot so: N-
končne amino skupine, imidazolni dušiki histidinskih ostankov ali celo stranske verige 
serinskih, treoninskih, tirozinskih in cisteinskih ostankov [4,5,8,11]. 
Na splošno pod prvo generacijo spadajo enostavne tehnike sinteze PEG derivatov. 
Njihova pomanjkljivost je nezmožnost proizvajanja čistih monofunkcionalnih PEG 
derivatov, ki imajo visoko molekulsko maso, saj imajo lahko ti vsebnost diola kar do 15 
odstotkov. Poleg tega pridobljen končni produkt, sestavljen iz mešanice številnih 
izomerov, vodi do zahtevnega čiščenja, ki oteži ugotavljanje njihove sestave, potrebne za 
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FDA odobritev. Vse to naredi PEG kemijo prve generacije neustrezno. Reakcijo se lahko 
do neke mere usmerja s pH vrednostjo, vendar kljub temu ta tehnika PEGilacije še vedno 
vodi do kompleksnih PEGilacijskih mešanic. Nekateri izmed primerov PEG derivatov 
prve generacije so PEG diklorotriazin, PEG sukcinimidil karbonat, PEG sukcinimidil 
sukcinat, PEG benzotriazol karbonat, PEG tresilat [1,5,11]. 
Razvoj prvih PEG reagentov (nespecifične PEGilacije) se je začel z reagenti PEG 
klorotriazinom, nadaljeval pa s PEG sukcinimidil sukcinatom in PEG sukcinimidil 
karbonatom. PEG diklorotriazin je primer reagenta, ki lahko reagira s številnimi 
nukleofilnimi funkcionalnimi skupinami, tirozina, lizina, cisteina, serina in histidina. Te 
nadomestijo oziroma zamenjajo enega izmed kloridov, pri tem pa se ohrani naboj v obliki 
sekundarne amino vezi. Klorid, ki ni sodeloval v reakciji, je nato manj dovzeten za 
reakcije z nukleofilnimi ostanki. Toda reaktivnost je zadostna, da omogoči zamreženje 
proteinskih molekul z dodatnimi nukleofilnimi ostanki. PEG tresilat je še en alkilirajoči 
reagent za nespecifično PEGilacijo več amino skupin za tvorbo sekundarnih amino vezi 
s proteini, virusi in liposomi. Kljub temu, da imajo večjo specifičnost za amino skupine 
v primerjavi s PEG diklorotriazinom, sama kemija PEGilacije in produkti niso najbolje 
definirani [1,5]. 
Večina PEG reagentov prve generacije sintetizira produkte preko reakcije acilacije. PEG 
sukcinimidil karbonat (SC-PEG) in PEG benzotriazol karbonat (BTC-PEG) sta dva 
primera široko uporabljenih mPEG-ov te generacije. Prednostno konjugirata ostanke 
lizina, kjer se ustvari karbamatna vez, obenem pa lahko reagirata z ostanki histidina in 
tirozina [1]. 
Najpogosteje uporabljeni acilacijski PEG reagenti, ki se jih uporablja pri tej PEGilaciji, 
imajo aktivirano karbonilno skupino v obliki N-hidroksisukcinimid estrov. Ti aktivni 
estri, v bližini fizioloških pogojev, preko reakcije s primarnimi amini proteina tvorijo 
amidne vezi in s tem stabilne konjugate, kar je ponazorjeno na sledeči sliki [1,4,5]. 
 
 
Primer takšnega reagenta je PEG sukcinimidil sukcinat (SS-PEG). Pripravimo ga z 
reakcijo med mPEG-om in sukcinat anhidridom, ki ji sledi aktiviranje karboksilne kisline 
v sukcinimidil ester. Med drugim je bilo dokazano, da je reaktivnost N-
hidroksisukcinimidnih estrov za reakcijo aminolize neposredno povezana s pKa 
Slika 5: PEGilacija primarnega amina, ki vodi do nastanka amidne vezi 
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vrednostjo amina. Višja kot je ta vrednost, hitreje poteče reakcija. Poleg pKa vrednosti 
amina, je reaktivnost proteinskih ostankov odvisna tudi od njihovih sosednjih 
aminokislinskih ostankov. Ti vplivajo na aminsko nukleofilnost, površinsko dostopnost 
in pKa. Torej napad nukleofila se pojavi le v primeru, da je pH raztopine proteina blizu 
ali nad pKa vrednostjo ostanka. Kljub reakcijskim pogojem kot so temperatura, pH, 
razmerje med PEG-om in proteinom, reakcijski čas, s katerimi lahko izboljšamo 
selektivnost, nespecifična PEGilacija vodi do pozicijskih izomerov. Navsezadnje pa se je 
nespecifična PEGilacija izkazala za uspešno pri izboljšavi farmacevtskih lastnosti, saj je 
bilo na trg danih že več zdravil, sintetiziranih s to tehniko. Prva odobrena PEGilirana 
farmacevtska izdelka sta Adagen® (PEG adenozin deaminaza) in Oncaspar® (PEG-
asparaginaza), ki predstavljata kompleksni zmesi različnih stopenj PEGilacije. Kasneje 
odobrena zdravila PegIntron®, Pegasys® in Mircera® so tudi primeri nespecifične 
PEGilacije. Kljub temu, da slednja zdravila predstavljajo mono-PEGilirane proteine, pa 
so mešanice različnih pozicijskih izomerov [1,4,11]. 
 
3.3.2 Mesto specifična PEGilacija 
3.3.2.1 PEGilacija amino skupine 
 
Čeprav je na trgu kar nekaj PEGiliranih zdravil še zmeraj proizvedenih z nespecifično 
konjugacijo, temelji njihov razvoj na boljšemu nadzoru strukture. To je s časoma prineslo 
vse večje zanimanje in razvoj bolj specifičnih tehnik PEGilacije, med katere se uvršča 
tudi mesto specifična konjugacija amino skupine. S tem se izognemo mešanici 
PEGiliranih produktov, kar olajša postopke čiščenja in karakterizacije. Obenem se lahko 
tudi bolje ohranja aktivnost primarnega proteina v konjugatu. Pod to tehniko spada N-
končna PEGilacija, saj je le ena N-končna skupina na proteinsko verigo, s čimer se znatno 
zmanjša število mest, ustreznih za PEGilacijo. Z namenom povečati selektivnost N-
končnih aminov, so bili razviti PEG aldehidi. Eden prvih primerov druge generacije 
PEGilacije je bil mPEG-propionaldehid. Selektivnost reakcije temelji na razliki pKa 
vrednosti med ε-amino skupino lizinskih ostankov (9,3-10,5) in N-končno α-amino 
skupino proteinov (7,6-8). Tako bodo pri pH vrednostih, ki so nižje od 9,3, lizinski ostanki 
večinoma protonirani in nedostopni za PEGilacijo. Določitev optimalnega pH-ja je v 
nekaterih primerih zahtevno, ker se lahko že majhne spremembe odražajo v konkurenci 
za preostale aminske skupine. Poleg tega je optimalna vrednost pH-ja odvisna tudi od 
posameznega proteina. Reakcija aldehida s primarnim aminom poteče preko vmesnega 
intermediata, Schiffove baze. Ta se in situ reducira, s čimer se ustvari stabilen sekundarni 




To tehniko so uporabili na primeru sinteze mono-PEGiliranega prašičjega inzulina. Pri 
nizkem pH-ju (najboljši rezultati pri pH 4) in molskem razmerju PEG/protein 2/1, so 
opazili večjo selektivnost za N-končen amin glede na lizinske ostanke. Pod takšnimi 
pogoji je bil izkoristek mono-PEGiliranega proteina okoli 80 procentov. S tem pa še 
vedno ni bila dosežena zadostna selektivnost, da bi se lahko izognili čiščenju. Na trgu 
najbolj znan primer N-končne PEGilacije je Neulasta® (Pegfilgrastim), ki je mono-
PEGiliran G-CSF z 20 kDa linearnim PEG-aldehidom. Kljub temu, da pri tej tehniki ni 
navzoča popolna selektivnost, zajema precej manj obsežno heterogenost kot smo jo 
običajno vajeni pri lizinskih ostankih [4,11]. 
Selektivnost reakcije lahko izboljšamo z modifikacijo (kemijski ali genski inženiring) 
nekaterih lizinskih ostankov na površini proteina, ali s pretvorbo N-končne amino skupine 
v reaktivne karbonilne skupine, ki so bolj učinkovite in selektivne ter nagnjene k reakciji 
z aminooksi PEG derivati. V primeru, da je to N-končna skupina serinskih ali treoninskih 
ostankov, potem lahko s perjodatno oksidacijo nastane glioksililna skupina. N-končna 
skupina drugih ostankov pa se lahko pretvori s kovinsko katalizirano transaminacijo v 
keto skupino. Funkcionalizacija N-končne skupine v bolj reaktivne karbonilne skupine, 
je v primerjavi s tradicionalno N-končno PEGilacijo znatno bolj selektivna in učinkovita 
glede na nespecifično PEGilacijo. To potrjujejo številni PEGilirani proteini s podaljšanim 











3.3.2.2 Tiolna PEGilacija 
 
Za mesto specifično PEGilacijo so tiolne skupine zelo ustrezne, saj je z njimi mogoča 
specifična kovalentna konjugacija tudi ob prisotnosti drugih proteinskih nukleofilov. 
Ponavadi pa je nižje tudi zmanjšanje aktivnosti proteina. Farmakokinetične lastnosti 
terapevtskih proteinov lahko izboljša že nekaj PEGiliranih tiolnih skupin. Najpogosteje 
uporabljena aktivna PEGilacijska sredstva so PEG maleimidi. S temi sredstvi nastanejo 
preko Mihaelove reakcije oziroma adicije tioetrske vezi med dvojno vezjo maleimidnega 
obroča in tiolno skupino, kot je prikazano na spodnji sliki [4,8]. 
Da pa se pri tiolni PEGilaciji izognemo vezavi aminskih skupin proteina z maleimidom, 
je potrebno reakcijski pH pazljivo naravnati pod pKa vrednostjo lizinskih ostankov, ki je 
ponavadi med 9,3 in 10,5. Poleg maleimida sta tu še ortopiridil disulfid (PEG-OPSS) in 
tozilat (PEG-TS). V tem primeru pa konjugacija reagentov s tiolno skupino vodi do 
nastanka disulfidnega mostu, ki je ponazorjen na naslednji sliki: 
Včasih je izvedba tiolne PEGilacije težavna zaradi cisteinskega zaprtja v manj dostopnih 
hidrofobnih delih. Poročano je bilo o primerih, ko je bila konjugacija uspešno izvedena 
pod začasnimi denaturacijskimi pogoji. Odgovor se skriva v delno zvitih proteinih, ki 
lahko razkrijejo drugače nedostopna mesta. S tem pa se poveča reaktivnost [4,8]. 
 
Slika 7: Shema konjugacije maleimidnega reagenta s tiolno skupino proteina 
Slika 8: Shema konjugacije piridil sulfida s tiolno skupino 
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Redka prisotnost prostega cisteina v aminokislinskem zaporedju predstavlja glavno 
pomanjkljivost oziroma omejitev te tehnike PEGilacije. Prosti cisteinski ostanek se 
namreč običajno poveže z drugim cisteinom, ki skupaj tvorita disulfidni most. V primeru 
prisotnosti pa se, kot je bilo že omenjeno, večina nahaja v nedostopnih hidrofobnih delih 
(domenah), zaradi česar so slabo reaktivni. To pomanjkljivost se lahko odpravi z uporabo 
genskega inženiringa, kjer na površino proteina vstavijo en ali več prostih cisteinskih 
ostankov, ki so tudi dostopni za PEGilacijo. Vendar je genski inženiring tehnično 
zahteven in drag proces. Poleg genskega inženiringa, za obvladovanje pomanjkanja 
prostega cisteina v aminokislinskem zaporedju obstajajo strategije, ki temeljijo na odprtju 
disulfidnega mostu. Glavno pomanjkljivost pri tem predstavlja modifikacija terciarne 
strukture, ki lahko povzroči popolno inaktivacijo proteina. Da se to prepreči, mora pri 
vsaki modifikacije ostati razdalja med dvema atomoma žvepla konstantna. Na splošno je 
lahko sama tiolna PEGilacija proteina končana v 24ih urah, čiščenje končnega produkta 
pa v nadaljnjih treh. Edini protein s PEGilirano tiolno skupino, ki je bil odobren s strani 
FDA, je CIMZIA® (PEGiliran eritropoetin). Ta je odobren za zdravljenje revmatoidnega 
artritisa, Crohnove bolezni in aksialnega spondiloartritisa [4,8,12]. 
 
3.3.2.3 PEGilacija disulfidne vezi 
 
Disulfidne vezi, ki se nahajajo v hidrofobni notranjosti proteina, so odgovorne za njegovo 
delovanje in strukturo. Tiste v neposredni bližini njegove površine pa za njegovo 
stabilnost. Raziskave so pokazale, da naj bi imela večina biološko pomembnih proteinov 
vsaj eno disulfidno vez v bližini proteinske površine, ki jo je možno kemično modificirati 
brez izgube proteinske strukture ali njegove funkcije. Disulfidne vezi so se v zadnjem 
času uveljavile predvsem kot način za spopadanje s pomanjkanjem prostih cisteinov v 
proteinih. Uporabnost te tehnike je za terapevtske proteine še vedno v preiskavi. Znano 
pa je da so v teh proteinih disulfidne vezi oziroma mostovi prisotni v majhnih količinah. 
Posledično lahko z njimi dobimo homogene konjugate, kar naredi to tehniko PEGilacije 
še bolj interesantno [8,12].  
Ugotovljeno je bilo, da lahko mesto specifična PEGilacija sledi rahli redukcije 
dostopnega disulfida, za sprostitev dveh žveplovih atomov, pri čemer se ohrani terciarna 
struktura proteina z uporabo bis-tiol alkilirajočega reagenta. Tu gre za kovalentno 
premostitev dveh tiolov, ki sta se prvotno nahajala v disulfidni vezi, z metilenskim tri-
ogljičnim mostom, na katerega je bil predhodno kovalentno vezan poli(etilen glikol). Pri 
nekaterih peptidih in proteinih je bila opažena večja topnost kadar je redukcija disulfida 
potekla pod rahlo kislimi pogoji. Ohranitev terciarne strukture je pomembna za ohranitev 
bližine med prostima tioloma, da minimiziramo možnost nepovratne denaturacije in 
agregacije proteina ter da onemogočimo reakcije ob primeru, da se reducira več kot en 
disulfid. Tako lahko namreč kljub prisotnosti več disulfidnih mostov dosežemo dobro 
selektivnost za mono-PEGilirane produkte. V primeru, da ne pride do konjugacije, se 
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lahko disulfid znova oksidira, proteine pa uporabi za katero drugo reakcijo PEGilacije 
[12]. 
Poleg mono-sulfonskega reagenta poznamo tudi ditiolne reaktivne PEGilacijske reagente, 
ki se bistveno razlikujejo od prvo omenjenega. Ditiolni reagenti imajo dve ločeni tiolni 
funkcionalni skupini, ki sta medsebojno kemijsko neodvisni. Obenem je tudi razdalja med 
tiolnima skupinama precej večja kot je razdalja čez tri ogljikove atome mono-sulfonskega 
reagenta. Zato je malo verjetno, da bi ditiolni reagenti lahko premostili disulfide in pri 
tem ohranili proteinsko strukturo [12]. 
 
3.3.2.4 Encimska PEGilacija 
 
Encimi veljajo za visoko specifične in selektivne katalizatorje, ki so vse bolj zanimivi za 
mesto specifično PEGilacijo. Specifična PEGilacija na primer amidne skupine 
glutaminov ali hidroksilne skupine serina in treonina pri milih pogojih, je možna le ob 
uporabi encimov. Obstaja več naravnih encimov, ki prepoznajo glutamin kot substrat. To 
so specifične ali nespecifične transglutaminaze (TGase). Te ustvarijo kovalentno vez med 
primarnim aminom PEG molekule in karboksamidno skupino glutaminskega ostanka 
(Gln), preko reakcije prenosa acilne skupine. Ena od značilnosti transglutaminaze je 
precejšnja promiskuiteta do primarnih aminov, ki jo bodo sprejeli kot substrati. Torej 
dokler bo PEG molekula vsebovala primarni amin kot nukleofilni donor, bo najverjetneje 
predstavljala substrat za encim. Ugotovljeno je bilo, da je konjugacija, katalizirana s tem 
encimom, bolj mesto specifična, ponovljiva in vsestranska v primerjavi z ostalimi 
strategijami [4,8,11,13]. 
 
Na spodnji sliki je shematsko prikazana katalizirana PEGilacija s transglutaminazo, kjer 









Težavnost pri predpostavljanju o tem, na katerem glutaminskem ostanku bo potekla 
PEGilacija, predstavlja eno glavnih pomanjkljivosti te tehnike. Zaradi tega je bilo 
izvedenih kar nekaj raziskav, ki so temeljile na prepoznavanju glutaminskega ostanka, ki 
bo PEGiliran ob prisotnosti transglutaminaze, in določevanju ali je posamezna vrsta 
transglutaminaze specifična za dani protein. Z eno od metod, pri kateri je bil razvit 
računalniški model, so prišli do nekaterih specifičnih zaključkov glede mesta PEGilacije. 
In sicer, da mora biti mesto PEGilacije izpostavljeno topilu in se nahajati na fleksibilnem 
delu proteina, kajti od fleksibilnosti proteinske hrbtenice, ki obdaja ciljno oziroma tarčno 
mesto, je odvisna selektivnost transglutaminaze. Posledično je le nekaj glutaminskih 
ostankov ustreznih za PEGilacijo. Poleg tega mu tudi bližina prolina (ena od aminokislin) 
zmanjša verjetnost poteka konjugacije. Kadar pa se v njegovi bližini nahaja še več 
glutaminskih ostankov, bo najverjetneje PEGiliran le eden izmed njih, ker bo vezana 
molekula poli(etilen glikola) sterično ovirala in s tem preprečila PEGilacijo katerega 
drugega mesta. V primeru, ko je za PEGilacijo dostopno več kot eno glutaminsko mesto, 
reakcija neizogibno vodi do nastanka mešanice pozicijskih izomerov. Za izboljšanje 
selektivnosti transglutaminaze se lahko v tem primeru igramo s proteinsko konformacijo. 
Proteinsko konformacijo oziroma njegovo prvotno obliko lahko spremenimo z dodatkom 
organskega topila kot strukturnega modifikatorja. Ta sprememba vpliva na dostopnost 
glutaminskih mest, saj je aktivnost transglutaminaze omejena na tista mesta, na katera 
ima novo zvitje proteina manj vpliva. Ta strategija je bila uspešno uporabljena na primeru 
PEGilacije lososovega kalcitonina in človeškega rastnega hormona, kjer je bil kot 
strukturni modifikator vključen etanol [4,13]. 
 
Na tem mestu lahko omenimo, da poleg PEGilacije, katalizirane s transglutaminazo, vse 
večji interes dobiva glikoPEGilacija, ki predstavlja kovalentno vezavo polietilen glikola 
na proteine oziroma biološka zdravila preko vmesnega polisaharidnega člena. Tu najprej 
izpostavimo eno najpogostejših posttranslacijskih modifikacij proteinov, glikozilacijo, 
kjer gre za povezovanje glikanov (saharidnih skupin) z glikozilacijskimi mesti proteina, 
ki so bila opažena kot obetavna mesta za specifično PEGilacijo. GlikoPEGilirani proteini 
so že pokazali izboljšane farmakokinetične lastnosti, kot je izboljšan razpolovni čas v 
krvnem obtoku, ohranitev specifične aktivnosti in izboljšano stabilnost, kar je tudi 
Slika 10: Katalizirana PEGilacija glutaminskega ostanka prožnega dela proteina s PEG molekulo, ki 
vsebuje primarni amin 
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pričakovano od PEGiliranih proteinov. PEGilacijo treonina in serina (v primeru O-
glikozilacije) ali asparagina (v primeru N-glikozilacije) ne moremo izvesti neposredno, 
ne da bi pri tem vplivali na preostala tradicionalna PEGilacijska mesta. Eden od primerov 
reševanja te pomanjkljivosti so rekombinantni neglikozilirani proteini, ki imajo na voljo 
le eno naravno O-glikozilacijsko mesto in so izraženi v bakteriji Escherichia coli. Pri teh 
najprej selektivno poteče glikozilacija hidroksilne skupine serina ali treonina z 
rekombinantno O-GalNAc-transferazo za vezavo N-acetilglukozaminskega ostanka 
(GalNAc). Zatem pa nastopi PEGilacija glikoziliranega proteina z O-GalNAc ostankom, 
akceptor za PEG sialično kislino, z uporabo sialil transferaze. Slednja pri tem prenese 
derivat PEGilirane sialične kisline, aktiviran s citidin monofosfatom (CMP), na O-
GalNAc ostanek. Spodaj sledi ponazoritev ravnokar opisane reakcije glikoPEGilacije 
proteina, kjer rdeč pravokotnik upodablja GalNAc in roza šestkotnik PEG molekulo 
[4,11,13-15]. 
Torej na splošno je PEGilacija z uporabo glikotransferaz atraktivna izbira za mesto 
specifično modifikacijo proteinov, z naravnimi glikozilacijskimi mesti. Nudi namreč 
možnost oblikovanja homogenih konjugatov, kot druge mesto specifične tehnike 
PEGilacije, zaradi visoke selektivnosti začetne reakcije glikozilacije. Poleg tega je 
ponavadi PEGilacijsko mesto modificirano v naravnem sistemu, kar posledično veliko 
manj moti naravno funkcijo proteina [4,11,13].
Slika 11: GlikoPEGilacija proteina  
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4 Čiščenje PEGiliranih proteinov 
Običajno vodi PEGilacija do heterogene zmesi, ki jo sestavljajo PEGilirani konjugati, 
nezreagirani proteini, nezreagiran PEG reagent, neželeni proteini z različnim številom 
vezanih PEG verig, ki jim z drugo besedo pravimo PEGameri ter raznih reagentov, ki jih 
tekom procesa dodajamo PEGilacijski mešanici. Za pridobitev končnega produkta iz 
kompleksnih PEGilacijskih zmesi in njegovo komercialno odobritev so potrebni nadaljnji 
učinkoviti zaključni procesi čiščenja (downstream processing). Za biološke učinkovine, 
ki se v človeški organizem najpogosteje vnašajo parenteralno, je namreč potrebno 
upoštevati in zagotoviti zahtevano visoko stopnjo čistote [5,8,16]. 
Glavni izzivi čiščenja so:  
 Izolacija in recikliranje nezreagiranih proteinov od PEGiliranih 
 Izolacija vsake posamezne PEGilirane oblike proteina od reakcijskega medija, kot 
so PEG derivat, neželeni PEGameri in drugi reagenti 
 Frakcioniranje PEGiliranih proteinov glede na stopnjo PEGilacije 
 
Teh izzivov pa ni enostavno doseči, saj imajo konjugati podobno strukturo kot izvorni 
proteini. Za vsak PEGilacijski proces se ponavadi načrtuje kombinacije kromatografskih 
in/ali nekromatografskih tehnik. Pri tem se izkorišča fizikalno-kemijske lastnosti 
molekul, ki sestavljajo reakcijsko zmes. V zadnjih letih se pri PEGilaciji proteinov 
običajno uporabljajo kromatografske tehnike, osnovane na frakcioniranju. Kot alternativa 
pa so se pojavile nekromatografske tehnike, ki imajo lahko prednosti, kot so visoka 
večnamenskost/vsestranskost, enostavno povečanje ter nizki skupni stroški in čas 
obdelave. Trenutno so prizadevanja znanstvenikov usmerjena h karakterizaciji in 
optimizaciji tehnik čiščenja za večji spekter PEGiliranih proteinov [8]. 
4.1 Kromatografske tehnike 
 
Večina postopkov čiščenja PEGiliranih proteinov, kot je že bilo omenjeno, temelji na 
kromatografskih tehnikah, predvsem na ionsko izmenjevalni kromatografiji (IEX) in 
izključitveni kromatografiji oziroma gelski filtraciji (SEC). 
Pri izključitveni kromatografiji gre za ločitev molekul v raztopini glede na njihovo 
molekulsko maso in obliko, kjer imajo molekule različno dostopnost v pore. S to vrsto 
kromatografije zelo učinkovito ločujemo PEGilirane produkte od nezreagiranih proteinov 
in ostalih komponent (raznih stranskih produktov, nastalih s hidrolizo funkcionaliziranih 
PEG reagentov, in drugih reagentov, ki imajo nizko molekulsko maso). Pri tem pa bo 
njena učinkovitost v veliki meri odvisna velikosti molekul. Za stacionarno fazo 
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uporabimo inertne gele s porami, velikosti proteinov. Slednji po nanosu na kolono 
difundirajo v gel. Mimo delcev gela bodo potovali proteini, večji od por. Tisti manjši pa 
difundirajo v pore, zato se jim podaljša čas elucije. Manjši kot bodo, večji del por jim bo 
na voljo in počasnejše bo njihovo potovanje skozi kolono. Pri PEGilaciji proteina s 
posamezno PEG molekulo z enako molekulsko maso, bo posledično dvakrat večji 
molekulski radij proteina. Posledično morata biti z izključitveno kromatografijo izvorni 
in mono-PEGiliran protein enostavno ločljiva, medtem ko se z večanjem stopnje 
PEGilacije ločljivost med posameznimi kromatografskimi vrhovi manjša. Učinkovitost 
ločbe lahko napovemo z uporabo raznih enačb, s katerimi izračunamo vrednosti in razlike 
med hidrodinamskimi polmeri konjugatov in PEG polimerov. Navsezadnje pa ima 
izključitvena kromatografija tudi nekaj pomanjkljivosti, kot je nezmožnost separacije 
pozicijskih izomerov, enakih molekulskih mas (minimalne razlike v radiju), nizek pretok, 
visoki stroški in slaba ločljivost konjugatov. Za dosego zahtevane stopnje čistosti 
ponavadi to tehniko uporabljamo v kombinaciji z ionsko izmenjevalno kromatografijo ali 
s hidrofobno interakcijsko kromatografijo [5,8,16].  
Pri ionsko izmenjevalni kromatografiji pa ločba proteinov, z različno stopnjo PEGilacije, 
temelji na neto površinskem naboju. Takšen primer je PEGilacija amino skupin 
(acilacija), kjer bo imel protein vezan s posamezno PEG molekulo za ena zmanjšan 
pozitiven naboj. Na podlagi razlik v naboju ta tehnika omogoča tudi ločbo pozicijskih 
izomerov, enakih molekulskih mas. Vrstni red elucije pa je odvisen od razmerja mase 
PEG-a glede na protein. Konjugati z višjo stopnjo PEGiliranosti se bodo eluirali prvi, 
sledijo mono-PEGilirani in nazadnje nezreagirani proteini. Retencijski časi pa so odvisni 
tudi od molekulske mase posameznega PEG-a, saj bodo imeli konjugati s PEG-i, višje 
molekulske mase, nižje retencijske čase. PEGilirani proteini imajo namreč s PEG-i 
zaščiteno površino, s tem nižji neto površinski naboj (pozitiven ali negativen) in manj 
interakcij s stacionarno fazo. Elucijo izvajamo s povečevanjem pH (sprememba naboja 
konjugata, ki postane električno nevtralen, zaradi česar se sprosti) ali ionske jakosti 
(znižane interakcije med izmenjevalcem in vezanim konjugatom) pufra. Ionsko 
izmenjevalna kromatografija izvajamo pri blagih pogojih vezave in elucije, s čimer 
ohranimo biološko aktivnost učinkovine. S to tehniko lahko z izbiro optimalnih ionskih 
izmenjevalcev in separacijskih pogojev dosežemo visoko ločbo. Katera izbira je najboljša 
pa je odvisno od specifičnega proteina in vrste PEGilacije. IEX v zadnjih letih velja za 
najbolj uporabljeno tehniko ločevanja PEGiliranih proteinov. Glavne pomanjkljivosti te 
tehnike predstavljajo polimerne verige, ki sterično ovirajo interakcije med proteinsko 
nabitim ostankom in ionsko izmenjevalnim nosilcem in s tem povzročijo maskirni učinek 
nabojev. Poleg tega težave lahko povzroča tudi visoka viskoznost reakcijske mešanice, 
saj se reakcijo PEGilacije običajno izvaja pri visoki koncentraciji proteina in presežku 
PEG reagenta, velikega hidrodinamskega radija. Za zagotovitev ustrezne odstranitve PEG 
reagentov in učinkovito separacijo, se lahko izvede dve zaporedni ionsko izmenjevalni 
separaciji. Pri prvi naj bi se odstranil nezreagiran PEG reagent, kjer lahko uporabimo 
smole, visoke poroznosti in večjih delcev. To omogoča vzorcu višjo viskoznost in višji 
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pretok. Drugo separacijo pa bi vključili za frakcioniranje konjugatov, s smolami večje 
ločljivosti [5,8,16].  
Poleg zgoraj opisanih separacijskih tehnik, se v manjši meri za ločevanje uporablja tudi 
hidrofobna interakcijska kromatografija (HIC). Tu gre za hidrofobne interakcije med 
topljencem in stacionarno fazo. Pri PEGilaciji namreč pride do spremembe hidrofobnosti, 
kar izkorišča HIC tehnika, ki ločuje konjugate glede na njihovo hidrofobnost/hidrofilnost. 
Elucija posameznih komponent mešanice zavisi od stopnje PEGilacije. Nezreagiran 
protein se bo prvi eluiral, nato mono-PEGiliran protein in nazadnje višje PEGilirani 
proteini. Vseeno pa je to tehnika s slabo ločljivostjo med sosednjima kromatografskima 
vrhovoma in nizko zmogljivostjo [5,8,16]. 
Nenazadnje še danes ne moremo trditi katera je najboljša kromatografska tehnika za 
separacijo PEGiliranih proteinov. Zatorej moramo vsak primer obravnavati posebej ter 
zanj določiti in razviti najboljše separacijske postopke [8]. 
4.2 Nekromatografske tehnike 
 
Kapilarna elektroforeza (CE) in tehnike membranske separacije (ultrafiltracija, 
diafiltracija) je nekaj primerov nekromatografskih tehnik čiščenja PEGiliranih proteinov. 
Med tistimi, ki se trenutno uporabljajo, so tehnike membranske separacije 
najenostavnejše. Slednje temeljijo na molekulski masi in hidrodinamskem radiju 
proteina. Z uporabo ultrafiltracije in diafiltracije lahko učinkovito frakcioniramo in 
zberemo PEGilirane proteine. Pri ultrafiltraciji s tlakom do 10 barov v retentatu zgostimo 
molekule z molekulsko maso, večjo od 1000 Da, v permeat pa prehajajo topilo in manjše 
molekule. Proces diafiltracije omogoča izmenjavo pufra med posameznimi 
kromatografskimi postopki ali v končni pufer učinkovine, s čimer  jo skoncentriramo do 
želene koncentracije (običajno potrebujemo relativno visoke koncentracije – 10 mg/mL). 
Na ta način speremo tudi razne nečistoče. Kljub nezmožnosti ločbe konjugatov glede na 
njihovo pozicijsko izomerijo, so tehnike membranske separacije ekonomično bolj ugodne 
v primerjavi s SEC in IEX [5,8,16]. 
Kapilarna elektroforeza (CE), ki je bila uporabljena za analizo in v majhnem merilu za 
čiščenje PEGiliranih proteinov, se je dokazala kot močno orodje za separacijo z visoko 
ločljivostjo. Njene glavne prednosti so zmogljivost avtomatizacije, nizka poraba vzorcev 
in kratkotrajnost procesa. Poleg tega pa ni primerna za industrijske procese, ker nima 




5 Karakterizacija PEGiliranih proteinov 
Za validacijo reakcije PEGilacije, karakterizacijo in kvantifikacijo dobljenih produktov 
so potrebne nadaljnje analitske tehnike. Te morajo biti prilagojene specifičnemu 
konjugatu in imeti možnost dostopa do njihovega bioaktivnostnega potenciala, strukturne 
ureditve in stabilnosti. Karakterizacija se začne z analizo reakcijske mešanice, nato sledi 
analiza posameznih frakcij tekom procesa čiščenja in nazadnje celostna karakterizacija 
končnega produkta. 
Pri analizi strukture konjugatov je pomembna določitev molekulske mase, števila in 
mesta vezanih PEG verig ter sekundarne in terciarne strukture. Nekatere izmed glavnih 
tehnik karakterizacije molekulske mase in strukture PEGiliranih proteinov so 
elektroforetske metode, izključitvena kromatografija (SEC), masna spektrometrija (MS), 
cirkularni dikroizem (CD), dinamično sipanje svetlobe (DLS). Te so hkrati zelo 
pomembne pri sami proizvodnji konjugatov in nadzoru kakovosti [5,8]. 
Poliakrilamidna gelska elektroforeza (PAGE) je ponavadi prvi korak pri karakterizaciji 
strukture, z nadaljnjim analitskim postopkom s protitelesi (Western blotting) pa 
karakterizacijo potrdimo. Za bolj natančno določitev pogosto uporabimo 2D-PAGE 
tehniko. 2D-PAGE tehnika se običajno izvaja v diskontinuirnem sistemu. Ta je sestavljen 
iz dveh gelov, različne zamreženosti, in pufrov, ki imajo različne pH vrednosti in ionske 
moči. Zgoraj je koncentracijski gel, z manjšo zamreženostjo kot spodnji separacijski gel, 
omogoča neovirano gibanje molekul, kjer ni možne ločbe. V njem se proteini le 
skoncentrirajo v ozkem pasu, v nadaljnjem separacijskem gelu pa je potovanje molekul 
oziroma proteinov počasnejše in lahko poteče ločevanje na osnovi njihovega naboja 
oziroma velikosti. Pri tej metodi torej proteine ločujemo glede na njihov naboj in velikost, 
pri pogojih, kjer proteini ohranijo nativno konformacijo in s tem tudi svojo biološko 
aktivnost. Pri tem obstaja možnost, da PEG verige otežijo karakterizacijo velikosti, saj 
lahko spremenijo elektroforetsko mobilnost in posledično zmanjšajo natančnost same 
tehnike. Molekule, ki smo jih ločili z poliakrilamidno gelsko elektroforezo nato 
prenesemo na nitrocelulozno membrano, kjer jih izpostavimo označenemu protitelesu, ki 
prepozna specifičen trak antigena in na takšen način določamo molekulske mase 
proteinov (antigenov) [8,17].  
Z masno spektrometrijo običajno definiramo maso produkta, mesto in število vezanih 
polimernih verig v primarni aminokislinski sekvenci. Z MALDI masno spektrometrijo 
pridobimo poleg informacije o mestu specifične vezave PEG-a na protein, še informacije 
o molekulski masi, skupni količini in porazdelitvi polimernih verig na proteinih, ne glede 
na to za katero vrsto in velikost PEG derivata gre (monofunkcionalen ali 
heterofunkcionalen, linearen ali razvejan). Pri tej tehniki vzorec ioniziramo in merimo 
razmerje med nabojem in maso ionov ter njihovo relativno zastopanost. Kratica MALDI 
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pomeni, da proteine ioniziramo z njegovo vključitvijo v ustrezen matriks oziroma nosilec 
in obsevanjem z lasersko svetlobo. Najprej poteče separacija posameznih peptidov, ki 
sestavljajo vzorec, nato sledi močnejša ionizacija posameznih dobljenih peptidov, s čimer 
jih fragmentiramo. Na podlagi fragmentnih vzorcev lahko sklepamo za kateri peptid gre. 
Vse več pozornosti za analizo konjugatov pa pridobiva masna spektrometrija z 
elektronsko ionizacijo (ESI-MS). V primerjavi z MALDI spektrometrijo ima krajši čas 
priprave vzorca in možnost avtomatizacije. Razumevanje in analizo dobljenega spektra 
lahko tu otežita polidisperznost polimernih verig in njihovi naboji. O velikosti produktov 
lahko sklepamo tudi z prej opisano tehniko SEC, kjer določamo molekulske mase 
proteinov in polimerov na podlagi kalibracijskih krivulj. Vendar so nekatere študije 
pokazale, da je MS v tem primeru bolj ustrezna. Pri SEC tehniki lahko namreč pride do 
interakcij polimernih verig s stacionarno fazo kolone, kar lahko podaljša elucijske čase in 
neustrezno določitev molekulske mase [5,8,17]. 
Vpliv PEGilacije na sekundarno in terciarno strukturo proteina ugotavljamo s CD 
spektroskopijo in sicer pri valovnih dolžinah med 190 - 250 nm in 250 – 300 nm. Pri tej 
spektroskopski tehniki se meri razlike (eliptičnost) med absorpcijo desnosučno in 
levosučno polarizirane svetlobe. Dobljen spekter predstavlja eliptičnost v odvisnosti od 
valovne dolžine in poda delež aminokislin, ki tvorijo sekundarno strukturo α-vijačnice, 
β-ravnine oziroma naključnega zvitja. S tem lahko preučujemo pravilnost proteinskega 
zvitja (njihovo konformacijo). Poleg tega nam omogoča določevanje stabilnosti v 
odvisnosti od temperaturnih ali denaturirajočih pogojev [8,17].  
Za karakterizacijo PEGiliranih proteinov je bistven tudi hidrodinamski premer konjugata, 
ki ga lahko ocenimo s DLS meritvami. Za razliko od SEC tehnike ima možnost separacije 
konjugatov glede na linearnost in razvejanost PEG verig. Eden najpomembnejših korakov 
pa je določitev biološke aktivnosti. Konjugacija lahko ovira konformacijske omejitve 
molekule proteina, kar vodi do zmanjšane aktivnosti konjugata, glede na samo reakcijsko 
mesto. Poleg tega je pri karakterizaciji produktov ključnega pomena analiza stabilnosti 
za opredelitev najbolj stabilne PEGilirane izoforme, kjer je med drugim potrebno 







Pri pregledu literature sem spoznala, da je tehnologija PEGilacije še vedno zelo aktualna 
in kakšen napredek je doprinesla k izboljšavi že nekaterih obstoječih in tudi novih 
bioloških zdravil. Ključne prednosti, ki jih omogoča PEGilacija so zlasti podaljšan čas 
zadrževanja proteina v telesu, povečana stabilnost, topnost, zmanjšano izločanje iz ledvic 
in dovzetnost za proteazo. Kljub vsem prednostim, ki jih pridobimo, pa je njena glavna 
pomanjkljivost zmanjšana biološka aktivnost proteina. Ohrani se jo običajno namreč le 
nekaj odstotkov glede na biološko aktivnost ne-PEGiliranega proteina.  
V svoji diplomski nalogi sem se pretežno osredotočila na predstavitev nekaterih 
PEGilacijskih tehnik. Njihovo natančno poznavanje pri načrtovanju in razvoju 
terapevtskega proteina je  ključnega pomena, saj z vsako posamezno tehniko dobimo 
drugače definiran končni produkt. Velik izziv pri tem predstavlja izbira ustreznega 
PEGilacijskega reagenta, ki ga je potrebno pred vezavo na proteine aktivirati. S tem 
vključimo določene funkcionalne skupine, izbor katerih je odvisen od razpoložljive 
reaktivne skupine na molekuli oziroma proteinu, na katerega se bo vezal. Tu moramo biti 
pozorni na vsa možna mesta in količine aminokislin, na katerih lahko poteče reakcija. 
Poleg tega moramo pozornost posvetiti njihovi makromolekularni strukturi, ki ima tudi 
vpliv na lastnosti produktov. Obenem imajo na sestavo in lastnosti slednjih vpliv sami 
eksperimentalni pogoji – pH, temperatura, reakcijski čas, molsko razmerje med 
proteinom in PEG reagentom. 
Običajno je rezultat PEGilacije heterogena zmes, zaradi česar je potrebno nadaljnje 
čiščenje. Ciljni produkt moramo ločiti od nezreagiranega proteina, PEGiliranih proteinov 
z nižjo ali višjo stopnjo konjugacije (glede na željeno), nezreagiranega PEG-a ter ostalih 
reagentov, ki smo jih dodali tekom reakcije. Želimo namreč doseči homogenost končnega 
produkta. Kako učinkovito je čiščenje pa je odvisno od kompleksnosti PEGilacijske 
zmesi [5]. Tu sem predstavila nekatere možne kromatografske in nekromatografske 
tehnike, ki omogočajo čiščenje reakcijske mešanice. Nazadnje sem vključila še nekatere 
tehnike karakterizacije končnih produktov, ki so ključne za ugotavljanje in določitev 
njihove ustreznosti vsem potrebnih lastnostim in kriterijem.  
Obstaja kar nekaj zdravil, pripravljenih s postopkom PEGilacije, ki so prestala številne 
razvojne faze in bila dana na trg, kar potrjuje njihovo varnost in učinkovitost. Njihov 
nadaljnji razvoj pa se usmerja v vse bolj regulatorno določene produkte. Vzporedno s tem 
morajo iti tudi vse procesne in analitske tehnike. Navsezadnje je tu smiselno izpostaviti, 
da je potrebno izvedbo PEGilacije proteinov za farmacevtsko in biotehnološko industrijo 
obravnavati kot večstopenjski proces, kjer je ključna zagotovitev celostne analize 
tehnoloških in ekonomskih koristi vsakega posameznega koraka. Že zelo majhne izgube 
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produkta v posameznem koraku oziroma stopnji lahko značilno doprinesejo k celokupni 
izgubi [8,16].  
Glede na dosedanja uspešna odkritja pri razvoju bioloških zdravil menim, da je mogoče 
v prihodnosti pričakovati razvoj tehnik, ki bodo omogočale še bolj specifično usmerjene 
reakcije PEGilacije in s tem prihod na trg terapevtskih proteinov z še bolj točno definirano 
sestavo, farmakološkimi in fizikalno-kemijskimi lastnostmi, predvsem pa z večjo 
ohranitvijo biološke aktivnosti. S tem se bo razširila njena uporaba pri proizvodnji 
izboljšanih PEGiliranih in novih zdravil ter posledično obsežnejšo medicinsko uporabo. 
Do takrat pa bo med drugim potrebno počakati, da preneha veljavnost številnih patentov, 
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